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               論   文   の   要   旨 
 
間質性膀胱炎（IC; Interstitial Cystitis）は頻回の排尿や膀胱の激しい痛みを特徴とする患者の生活の
質（QOL; Quality of Life）を著しく損なう病気である。一方、原因は未だ不明であり、膀胱症状があるもの
の診断マーカーは無く、専門医も少ないため患者は診断されずに複数の病院を回ってしまうことがあり、心理
的、肉体的に負担が大きい。病態仮説として膀胱粘膜の機能異常、免疫学的な異常、尿中の毒性物質、疼痛に
対する過敏症などが提唱されている。診断は古典的な膀胱拡張術時の膀胱鏡による膀胱壁の点状出血を確認す
ることとされている。膀胱拡張術は治療要素も兼ねるものであるが、半身麻酔を要するなど身体的負担は大き
いと言わざるを得なく、診断法の開発と病因の理解は強く望まれていた。診断マーカーとして APF(Anti-
Proliferative factor)という尿中物質が診断マーカーとなる可能性が示唆されたが、増殖抑制活性としてし
か捉えられないためにマーカーとして確立されるに至らなかった。本論文は、病態の本体は膀胱にあることか
ら、IC 患者尿を解析材料として、タンパク科学的手法により患者特徴的な因子を同定し病態の理解を進める
ことによって、診断マーカーとともに原因療法の開発を目指すことを目的としたものである。第 1章では、膀
胱痛を有しかつ膀胱容量の小さい IC患者尿中では好中球エラスターゼが高いことを明らかにした。第 2章で
は、尿中微量生理活性因子の効率的な同定方法として MS解析と生物活性の相関解析法を駆使して少量の IC患
者尿中から EGFの同定に成功したことについて述べられている。 
第１章では間質性膀胱炎患者尿における好中球エラスターゼの存在について述べられている。まず著者は、
尿中タンパクを網羅的に解析する目的で 2 次元電気泳動法の一つである 2D-DIGE（Pharmacia）法により、IC
患者尿と健常人尿を泳動し、泳動度に違いが見られた 40 kDa付近の複数のスポットをトリプシン消化し MS解
析にて同定した。その結果、それらのスポットは血清アルブミンであることが分かった。次に、2次元電気泳
動上の分子量がアルブミンの分子量よりも明らかに小さいことから、IC 患者尿中にはタンパク分解活性が存
在することを推定し、そのプロテアーゼを同定することを試みている。その結果、著者はペプチド基質 20種
のパネルに対する IC患者尿による分解活性を検討したところ、IC患者尿中に 1種のペプチド分解活性を見出
した。この分解活性を指標に IC患者尿から精製を行い、MS解析によるタンパク同定の結果、好中球エラスタ
ーゼであることを発見した。この分解活性を指標に多数検体の IC患者尿を解析したところ、分解活性の高い
患者の特徴として膀胱痛があり、かつ膀胱容量が 200mL 以下の患者で有意にエラスターゼが高いことを明ら
かにした。以上の結果は IC患者の膀胱痛および頻尿につながる膀胱容量の低下に好中球エラスターゼが関与
する可能性を初めて提示するものであった。 
第２章では尿中微量生理活性因子の効率的な同定について述べられている。著者はまず、IC 患者膀胱生検
組織の遺伝子発現解析から GPR18というオーファン GPCRを見いだし、この受容体の生理リガンド探索を計画
した。まずは膀胱組織で発現亢進する GPR18のリガンドが患者尿に含有する可能性が高いと考え、その仮説を
検証した。GPR18を恒常的に発現した HEK293細胞を構築して、その細胞に SRE(Serum Responsive Element)を
プロモーターに有するルシフェラーゼレポーターベクターを一過的に発現することで SRE 活性化の検出系を
構築した。GPR18発現 HEK293細胞の SRE誘導活性は健常人尿に比較して IC患者で高いこと、およびその GPR18
発現細胞における活性はベクター対照細胞における SRE誘導活性よりも高いことを確認した。次に、SRE誘導
活性を指標に 20 mLの IC患者尿を開始材料として、逆相 C18カラム吸着相を分画後、エタノール沈殿により濃
縮を行い、陰イオン交換カラム（Mono-Q）による分画を行った。活性ピークは 2つ得られ、それぞれを逆相 C4
カラムによる分画に供した。それぞれ溶出された前後のフラクションを陰圧乾固、還元アルキル化、トリプシ
ン処理後に MS解析した。解析ソフト MASCOTによる MASCOTスコアを用いて各フラクションにおける同定タン
パクを解析したところ、多くのタンパクがフラクションに含まれていたが、SRE誘導活性と同定タンパクの挙
動が一致したタンパクは EGF であることが明らかとなり、患者尿に含まれる SRE 誘導の本体が EGF であるこ
とを示唆した。そこで著者は EGF の作用を解析するため、抗 EGF 抗体および抗 EGF 受容体抗体を用いて尿中
SRE 誘導活性の中和を確認した。以上の結果は、IC 患者尿中 SRE 誘導活性の本体は EGF であること、および
EGF は EGF 受容体を介した作用であって、GPR18 を介した作用ではないことを示すとともに、GPR18 の過剰発
現は EGF のシグナルをポジティブに修飾している可能性を示唆するものであった。IC 患者尿中に健常人より
も高い EGFが存在することは既に報告されており、その存在濃度は今回の観察結果を支持する濃度であった。
また、本研究の成果は、尿中生理活性因子の同定を僅か 20mLという少ない量の尿からの成功例であり、MASCOT
スコアを使った定量的な MS解析とバイオアッセイを組み合わせることによって、生体サンプルから微量な生
理活性物質を少ない精製ステップで同定する一つの方法を提供するものであった。 
 
 
               審   査   の   要   旨 
  
本論文において黒光貞夫氏は、IC 患者尿に含まれる因子として好中球エラスターゼおよび EGF を同定し、
IC 患者の痛みや組織弾性の減少という病態誘発の病因理解に重要な生理的機構を提唱した。また、好中球エ
ラスターゼの酵素阻害や GPR18 のシグナル阻害が治療薬標的になる可能性を示唆するに至った。本論文の成
果により今後生体試料に微量に存在する生理活性タンパクの同定手法として MS解析とバイオアッセイを相関
解析する手法は最新の定量解析技術との組み合わせにより広く応用されていくことが期待される。以上より本
論文における研究成果は、学術的にも応用的にも非常に価値の高いものであると判断された。 
平成２９年１月３１日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試
験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全
員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（生物科学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
 
